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RESUMO

O sucesso do tratamento endoddntico baseia-se na descontaminacdo do canal
radicular. Desta forma, métodos tém sido pesquisados para a obtencdo da
sanificacdo do interior do sistema de canais radiculares (SCR) com eficacia; dentre
estes, destaca-se a combinacédo da terapia endoddntica convencional associada ao
uso do laser e da terapia fotodinamica (aPDT). O objetivo deste estudo foi avaliar a
reducéo bacteriana e os aspectos clinicos e radiograficos do tratamento endoddntico
em dentes deciduos quando associado a terapia fotodinamica. Foram selecionados
32 dentes deciduos anteriores com diagnéstico de necrose pulpar. Os pacientes
foram divididos aleatoriamente em dois grupos, que receberam tratamentos
distintos: Grupo I: tratamento endoddntico convencional (n=15); Grupo IlI: tratamento
endodontico convencional associado aPDT(n=17). Para aPDT foi utilizado como
fotossensibilizador o azul de metileno da marca Chimiolux®, na concentracdo de
0,005%, aplicado com cone de papel estéril no interior do canal radi cular por 3
minutos, associado a aplicacdo do laser com comprimento de onda de 660nm (DMC,
Laser THERAPY XT), o canal foi irradiado por 40s, com 0 equipamento previamente
calibrado com energia de 4J e poténcia de 100mW. Foi utilizado o método de
contato direto, na entrada do canal radicular. Para analise microbiolégica, foram
realizadas duas coletas do conteudo intracanal com cones de papel, uma antes e
outra logo apds os tratamentos propostos nos dois grupos. Os aspectos
radiogréaficos foram avaliados, considerando o processo de reparacao e clinicamente
observou-se presenca de fistula e mobilidade, as avaliagbes foram realizadas nos
periodos de 1 e 3 meses apds o tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica Mann-Whitney (5%), demonstrando que o Grupo Il apresentou
99% de reducdo bacteriana, enquanto o Grupo | apresentou 93%, porém esta
diferenca nao foi estatisticamente significante. Observou-se reparo satisfatorio dos
tecidos clinica e radiograficamente nos dois grupos. Concluiu-se que o tratamento
convencional associado a aPDT foi eficaz, no entanto ndo apresentou-se superior ao
tratamento convencional unicamente neste estudo.

Palavras Chave: Tratamento endodontico, Dentes deciduos, Terapia Fotodinamica
antimicrobiana, infeccédo do canal radicular, necrose da polpa dentéria.



ABSTRACT

The success of the treatment is based on the decontamination of the root canal.
Thus, efficacious methods have been studied as to the disinfection of the root canal
systems (RCS). Of the methods studied, a highlight is the combination of
conventional root canal therapy associated with laser and  Antimicrobial
Photodynamic Therapy (aPDT). The aim of this work was to evaluate bacterial
reduction and both clinical and radiographic aspects of the root canal treatment in
deciduous teeth when associated with photodynamic therapy. 32 deciduous anterior
teeth diagnosed with pulp necrosis were selected. The patients were randomly
divided into two groups, which underwent distinct treatments: Group I: conventional
root canal treatment (n=15); Group II: conventional root canal treatment associated
with aPDT (n=17). For the aPDT, Chimiolux® methylene blue (0.005%) was used
as photosensitizer, applied with sterile paper cone into the root canal for 3 minutes,
associated with laser application at a wavelength of 660nm (DMC, Laser THERAPY
XT — EC), the canal was irradiated for 40 seconds, with the apparatus previously set
at energy 4J and power 100mw. Direct contact method has been used at the
entrance of the root canal. For the microbiological analysis, two samples of
intracanal content were collected with paper cones. One sample was collected before
and another immediately after the treatments administered in both groups.
Radiographic aspects were evaluated, taking into consideration the recovery
process, and we clinically observed fistula and mobility. The evaluations were carried
out both 1 and 3 months after treatment. The data obtained went through statistical
analysis Mann-Whitney (5%) and showed that G Il had 99% bacterial reduction,
whereas G | had 93%, though this difference was not statistically significant.
Satisfactory tissue recovery was clinically and radiographically observed in both
groups. It was therefore possible to conclude that the conventional treatment
associated with aPDT was efficacious, however, it did not turn out as superior to
conventional treatment alone, as far as this study isconcerned.

Key Words: Root Canal Therapy, Deciduous Teeth, Antimicrobial Photodynamic
Therapy, Infection in root canal, Dental Pulp Necrosis.
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1.CONTEXTUALIZACAO

Apesar de estudos mostrarem uma diminuicdo da céarie dentaria na denticao
decidua em todo o mundo, a prevaléncia de céarie continua alta em alguns grupos
populacionais. A cérie da infancia ainda € muito comum e pode causar destruicdo

severa e atingir rapidamente a polpa dentaria1

As lesBes cariosas e traumaticas sdo as principais causas de inflamacéao e
necrose pulpar em dentes deciduos.? A incidéncia de carie na denticdo decidua é
altamente significante, cerca de 75% dos dentes com carie profunda apresentam
comprometimento pulpar.® Uma vez estabelecida condicdo de irreversibilidade da
inflamacé&o pulpar, ou a necrose tecidual, o tratamento endodéntico radical deve ser
realizado.?2 Existem 2 opcbes de tratamento para dentes deciduos com polpa

infectada e ou necrética: extracdo ou pulpectomia.l

O objetivo da pulpectomia € a remocédo completa de células necréticas e
polpa irreversivelmente infectada de um dente afetado, para que o dente permaneca
assintomatico e funcional na cavidade oral até esfoliar normalmente.* A perda
prematura de dentes pode produzir mudancas no guia de erupcdo do dente
permanente, 0 que pode causar distirbios fonéticos e héabitos orais prejudiciais,

como a interposicdo da lingua e as consequéncias estéticas.5.8.9.10

O conhecimento do comportamento biolégico da polpa dental constitui um
requisito basico para estabelecer a terapia adequada !, devendo-se levar em conta,
que as condicdes de resposta a um determinado tipo de estimulo, variam em funcéo
do estado da polpa. Em casos de necrose pulpar, todos 0s micro-organismos da
cavidade bucal tém a capacidade de invadir o canal radicular*, mas as condi¢cées
existentes no seu interior permitem o crescimento apenas de bactérias capazes de

fermentar aminodacidos e peptideos, que constituem um grupo restrito de espécies.3*

A terapia pulpar em dentes deciduos é um tratamento  complexo,
principalmente pelos procedimentos de instrumentagdo, complexidade do delta
apical, ciclo bioldgico dos dentes deciduos, reabsor¢ao fisioldgica radicular e rizélise
e longas sessdes de tratamento durante as quais a crianca as vezes nem sempre
coopera.>68 A necessidade de preservar a integridade dos dentes permanentes

sucessores por meio da adequada terapia endodontica dos dentes deciduos, levou



12

0S pesquisadores a estudarem cuidadosamente a topografia radicular, os
medicamentos utilizados na desinfeccdo dos canais e a composicdo das pastas
obturadoras, bem como a viabilidade da biomecénica associada a odontometria
desses dentes. 3 O objetivo do tratamento do canal radicular € manter dentes com
polpa comprometida na cavidade oral para evitar exodontia. A perda precoce dos
dentes deciduos pode comprometer o desenvolvimento do sistema estomatognatico
e da instalacdo da denticdo permanente!?, bem como apresentar consequéncias que
comprometam o convivio social.>” Além disso, manter os dentes deciduos no arco
dentel até a esfoliacdo fisiolégica auxilia no correto irrompimento da denticdo

permanente e favorece no crescimento maxilo-mandibular.1!

O sucesso do tratamento endodéntico baseia-se na descontaminacéo eficaz do
canal radicularl314.1516,17.18,1920 30 passo que 0S agentes microbianos promovem o
desenvolvimento e manutencdo do processo patolégico que danificam a polpa e a
regido periapical. A técnica mais utilizada para o tratamento endoddntico em dentes
deciduos é realizada com limas manuais e solucdes irrigadoras desinfectantes3. A
instrumentacdo mecéanica associada a irrigacdo quimica ndo elimina totalmente os

micro-organismos presentes no canal radicular.”13 14.17.18,21,22

A presenca de microorganismos € o principal fator etiolégico das patologias
pulpares e perirradiculares. Assim, o objetivo do tratamento endodbdntico é a
maxima desinfeccdo do sistema de canais rediculares (SCR)1423.2425 ¢ a prevencao
da reinfec¢cdo. Porém, mesmo quando o tratamento endododntico € realizado dentro
do maximo rigor técnico, infecgcbes secundéarias e/ou persistentes podem ocorrer,

gerando o insucesso do tratamento endoddntico.26:27

Nestes casos, 0 Enterococcus faecalis tem sido o micro-organismo mais
comumente encontrado!-1415 a prevaléncia deste microorganismo é de 22 a 77%
nos casos de necrose pulpar 28,devido a caracteristicas especificas, tais como:
capacidade de colonizar a dentina e os tdbulos dentinarios, o que dificulta sua
remocao pelos meios quimicos e mecanicos, podendo inclusive resistir a medicacao
intracanal e &s solugbes irrigadoras; potencial de invaséo intratubular mesmo em
escassez nutricional, além de apresentar alguns fatores de viruléncia.?6 Estudos

evidenciam também a alta prevaléncia de Enterococcus faecalis em dentes
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comprometidos endodonticamente com lesdes perirradiculares associadas,

sugerindo um envolvimento desta na patogénese das lesdes recorrentes.?l 28

Portanto, € necessario selecionar uma técnica adequada, no tratamento
endodontico de dentes deciduos que possa oferecer atividade antibacteriana e acéo
bioldgica, visando a manutencao destes dentes no arco dentario, e restabelecendo a
integridade dos tecidos periapicais. 32! Estudos tém mostrado que, em presenca de
uma cultura microbiolégica negativa no canal radicular no momento da obturacgéo,
existe uma taxa estimada de sucesso de 94%, porém, quando a obturacdo €
realizada em presenca de uma cultura positiva, a taxa de sucesso € reduzida para
68%. 924 Desta forma, métodos tém sido pesquisados na tentativa de elimina-lo
com eficicia do interior do SCR; dentre estes, destaca-se a combinacdo da terapia
endododntica convencional associada ao uso do laser e da terapia fotodinamica
(aPDT). 826 A terapia fotodinamica antimicrobiana, conhecida como a aPDT
(acronimo de antimicrobial photodynamic therapy) tem sido empregada em
diferentes estudos na endodontia com a utilizacdo de laser de baixa poténcia
associado a um corante com caracteristicas fotossensibilizadoras, como coadjuvante
para eliminacdo de microrganismos persistentes apds 0 preparo quimico-

mecanico.’®

O tratamento baseia-se na interacdo de trés fatores: uma fonte de luz de
comprimento de onda especifico, um farmaco fotoativavel ou agente
fotossensibilizador — tais como o azul de metileno e o azul de toluidina- e o oxigénio.
Quando o laser incide sobre a solucéo fotossensibilizante, gera uma transferéncia de
energia entre a luz, o fotossensibilizador e o substrato, originando o oxigénio singleto
e radicais livres.11:2° Os mesmos atuam na parede celular bacteriana modificando
seu metabolismo através da alteracdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos,

levando a morte bacteriana por apoptose. °11.16.19.20

O interesse pela utilizagdo da aPDT na Endodontia estd relacionado
principalmente ao efeito antimicrobiana comprovadamente constatado desta terapia,
visto que esta ndo promove resisténcia microbiana, e € uma técnica de facil
aplicacdo, indolor, e soma a todas essas caracteristicas os efeitos benéficos

advindos da terapia com laser.2
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Quardo 1 : Caracteristicas dos estudos com aPDT na endodontia.

Autor Tipo FS Fonte Parametros Fibra Conclus ao
de Luz

Sant'anna | In Azul de Metileno | 660 nm | 40j/cm2 A PDT ofereceu um excelente

11 vivo [ 3-5min. prognostico para reducdo bacterianae
interessanterelacao custobeneficioem
odontopediatria.

Rios et| In Azul de toluidina | LED 30s. Com PDT usando TBO e uma lampada de

al.13 Vitro | 30s. fibra diodo emissor de luz tem o potencial
para ser utlizado como um
procedimento anti-microbianoadjuvante
em endodontia convencial.

Souza et In Azul de Toluidina| 660nm | 40mw — 4min Com A PDT quer com MB ou TB nao pode

al.19 Vitro | e Azul de fibra exercer um efeito significativo

Metileno 2min. suplementar aos procedimentos de

instrumentacaol/irrigagdo em relagdo a
desinfecc¢ao intra-canal.

Tennertet | In Azul de Toluidina| 635nm | 100mw — 120s. A PDT € um suplemento efetivo na

al.20 Vitro | 60s. desinfeccdo do canal radicular
especialmente nos retratamentos.

Silvaetal. | In Corante Azuleno [ 685nm | 3min. Com Conclui-se que a instrumentagao

21 Vitro | 25% com endo- fibra associada a PDT frente a Enterococcus

ptc 5min. faecalis foi efetiva mas néo eliminou

totalmente o biofilme intra-canal mono
espécie.

Garcez et | In Azul de metileno | 660nm | 40mw — 9,6j Com Os resultados sugerem que a utilizagéo

al.16 Vitro | 10 min. fibra da PDT para o tratamento endodéntico
adicionada em canais infectados com
Enterococcus faecalis com a fibra
Optica/difusor é melhor do que quando
a luz Laser é usada dirigida para o
acesso da cavidade.

Garcezet | In PEl e CE6 2min. | 660nm [ 40mw — 9,6j Com Os resultados sugeremque a utilizacao

al. 24 Vivo fibra da PDT para o tratamento endoddntico

leva a uma maior reducdo bacteriana e

pode ser abordada para o tratamento
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de infecgbes orais.

Flimple et | In Azul de metileno | 665nm | 30j/cm2 Com Na PDT obteve-se a redugdo de 80%

al.25 Vitro [ 25ug/ml 10 min. fibra da contagem de unidades formadoras
de colbnias.

Pinheiro In Azul de Toluidino| 660nm | 4j/cm2 — 100mw Sem | A PDT é recomendada como

et al.29 Vivo | 0,005% 3min 40seg. fibra coadjuvante para redugdo microbiana
em dentes deciduos com polpa
necrosada.

Garcezet | In PEI e CE6 660nm | 40mw /9,6j Com Imagem de bioluminescéncia é uma

al.31 Vitro fibra maneira eficiente para monitorar a
terapia endodontica. A PDT
antimicrobiana pode otimizar a terapia
endodontica.

Soukos et | In Azul de metileno | 665nm | 30j/cm2 Com Conclui-se que a PDT pode ser

al. 27 Vitro | 25ug/ml 5min fibra | desenvolvida como um procedimento
auxiliar para matar as bactérias
residuais no sistema de canais
radiculares ap6s o tratamento
endodontico padréo.

Silva et] In Azul de toluidina | 660nm | 4j/cm2 100mw 60s | Sem A PDT pode ser utilizada como

al.38 Vitro | 0,005% 3min. | 638nm fibora | tratamento coadjuvante na redugao

Fucsina 0,005% | 410nm microbiana das lesdes endodonticas.
3min.

Raymond | Ex Azul de metileno | 665nm | 30j/cm2 Com Os dados indicam que a PDT reduz

et al. 40 Vivo | 50pg/ml 5min 100mw /cm2 fibra | significativamente as bactérias
residuais dentro do sistema de canais
radiculares, e que PDT, se reforcada
por melhorias técnicas, é uma
promessa substancial como adjuvante
no tratamento endodontico.

XUY etal. | In Azul de metileno | 665nm | 10,20 e 40mw /cm2| Com Os dados sugerem que a uma janela

41 Vitro [ 50ug/ml 10min. correspondendo fibra terapéutica segura pelo qual a PDT

uma fluéncia de 3,6

e 12j/cm2

pode inativar agentes patogénicos
endodénticos sem af etar a viabilidade

da célula hospedeira.
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Silvaetal. | In Cloreto de| 660nm | 60mw /cm2 1min Com A PDT é indicada para ser uma terapia
42 Vivo | Fenotiazina fibra adjuvante promissora para limpeza e
10mg/ml 3min modelagem emdentes com periodontite

apical submetidos a uma sessao de

tratamento endodontico.

Garcez et | In Clorina de polietil[ 660nm | 40mw — 9,6] 4min Com | A utlizacdo da PDT adicionada ao
al.43 Vivo | enomina fibra tratamento endoddntico convencional

levara uma grande reducgdo da carga

microbiana.
Pagones In Azul de metileno | 650nm | 100mw /cm2 Com A utilizacdo de nanoparticulas de PLGA|
etal. 45 Vitro [ com 30j/cm2 fibra encapsuladas com drogas
nanoparticulas fotoativadoras pode ser um
6,25ug/ml complemento promissor no tratamento

endodontico antimicrobiano.

O uso da Terapia fotodindmica antimicrobiana em endodontia tem se mostrado
um meétodo efetivo na reducdo microbiana intracanal, tanto em trabalhos in vitro,
quando em trabalhos in vivo (Quadro 1). Entretanto ndo ha concordancia quanto aos
seus parametros ideais para uso clinico. A padronizacdo de parametros de
irradiacdo e de concentracdo na solucao fotossensibilizadora, certamente levara a
uma maior utilizacdo e reconhecimento da eficiéncia desta terapia. A falta de
consenso nestes parametros dificulta ao clinico na hora da escolha dos protocolos
de utilizacdo e na comparacdo entre diferentes protocolos encontrados na literatura,

desestimulando seu uso na rotina do consultério.28
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar a efetividade do tratamento
endoddntico em dentes deciduos quando associado a terapia fotodinamica.

2.2 Objetivos Especificos

-avaliar o efeito do tratamento endodontico convencional associado a aPDT,
pelo método do contato direto na entrada do conduto, na reducdo bacteriana

intracanal em dentes deciduos e comparar com o tratamento convencional.

-avaliar os aspectos clinicos e radiograficos dos dentes deciduos tratados
com a associacdo da aPDT, pelo método do contato direto na entrada do conduto, e

comparar com 0s grupo tratado convencionalmente.
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o sucesso do tratamento endoddntico esta diretamente
relacionado com a descontaminacdo bacteriana intracanal e sabendo da dificuldade
do tratamento endoddntico em dentes deciduos, muitas vezes pelo dificil controle da
crianca, anatomia interna dos canais radiculares, e reabsor¢cbes radiculares. A
técnica da aPDT veio como uma alternativa indolor e que ndo promove a resisténcia
bacteriana, que pode auxiliar para o sucesso do tratamento endodéntico de dentes
deciduos evitando assim passar a crianga por retratamentos e perda precoce dos
mesmos. N&o estdo claramente estabelecidos os protocolos clinicos para utilizacao
da aPDT na desinfec¢do do conduto radicular em dentes deciduos. Considerando a
variedade de métodos e protocolos, se torna necessario conhecer a eficacia de
todos eles. Portanto, realizar estudo clinico com uma das propostas, como o método
direto na entrada do conduto ira subsidiar a andlise para as escolhas dos protocolos

mais adequados para este fim.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos.

Trata-se de um estudo clinico controlado e randomizado com avaliacao

microbioldgica e clinica de dentes deciduos.

O estudo foi conduzido em conformidade com as normas regulamentadoras
que regem a pesquisa envolvendo seres humanos, com parecer favoravel do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (Sdo Paulo, Brasil) sob o
namero 832.657. Os responsaveis pelos participantes assinaram o termo de
consentimento livre, apés os esclarecimentos relativos ao tratamento proposto
neste estudo, para autorizar a participacdo na pesquisa (Anexo 1 e 2), de acordo
com a resolucéo 196/96 do Conselho Nacional Saude do Brasil.

Por se tratar de um estudo clinico randomizado e buscando uma maior
transparéncia e qualidade dessa pesquisa, utilizaremos as recomendacdes
CONSORT (Consolidated Standards of ReportingTrials). O protocolo do presente foi
registrado na plataforma internacional de ensaios clinicos Clinical Trials, com
numero de registro NCT02485210.44

4.2. Delineamento do estudo.

Tipo do Estudo: Ensaio Clinico Controlado Randomizado.

4.3. Hipoteses.

Hipétese alternativa (H1): A associacdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) com o tratamento endodéntico convencional é eficaz para
descontaminacdo microbiana no tratamento endodontico de dentes deciduos,
mostrando melhores resultados clinicos, radiograficos e microbiol6gico quando

comparados com o grupo controle.

Hipétese nula (HO): A associacdo da terapia fotodindmica antimicrobiana
(@aPDT) no tratamento endoddntico de dentes deciduos, ndo mostrou melhores
resultados clinicos e radiograficos e nem microbiolégicos quando comparados ao

grupo controle.
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4.4. Sujeitos da pesquisa.

Foram selecionados 32 dentes deciduos anteriores uniradiculares de criancas
com faixa etaria entre 2 e 5 anos, saudaveis, de ambos 0s géneros, sem distin¢cao
de raca ou etnia, com diagndstico de necrose pulpar. Com base em estudo prévio de
Pinheiro et al.30, foi realizado o calculo amostral, considerando desvio padréao (2.41)
e a diferenca a ser detectada na mediana da colénia unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC / ml) antes e depois aPDT 2.9, com nivel de significancia
de 5% e poténcia de 95%.

4.4.1 Critérios de inclusao:

Criancas com idade entre 2 a 5 anos, com pelo menos um dente
deciduo anterior com pulpite irreversivel ou necrose pulpar por carie ou
trauma, com pelo menos 2/3 de raiz remanescente e criangcas que nao

tenham sido submetidas a terapia com antibiético nos trés meses anteriores.
4.4.2.Critérios de exclusdo:

Criancas com a saude comprometida, com dentes deciduos com

reabsorcdo de 2/3 ou mais de raiz, e envolvimento de cripta.

4.5 Grupos de estudo:

Quadro 2: Resumo da condicao experimental

Grupos de estudos

Grupo | (n=15) Tratamento endododntico convencional

Grupo 1l (n=17) Tratamento endoddntico com aplicacdo

de terapia fotodinamica




Dentes deciduos anteriores de criangas entre
2 a 5 anos com lesédo de carie ou trauma com
envolvimento endoddntico, selecionadas na
clinica de odontopediatria da  Universidade
Nove de Julho (S&o Paulo — SP).

Dentes

deciduos sem
necessidade de
tratamento
endodontico ou
com

necessidade de
retratamento ou
com indicagdo

Aleatorizacéo

Recrutamento

32 dentes anteriores de criancas entre 2 a 5
anos com lesdo de carie ou trauma com
envolvimento endodéntico, selecionadas na
clinica de odontopediatria da  Universidade
Nove de Julho (S&o Paul — SP)
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Excluidos

Avaliagéo clinica e
radiogréfica pré - tratamento

Grupo | — controle
Tratamento endodoéntico
convencional

Avaliacdo clinica e
radiogréfica ap6s 1 més de
tratamento

Avaliacao clinica e
radiogréfica apés 3 meses de
tratamento

Figura 1. Fluxograma do estudo (CONSORT)

Grupo | | — experimental
Tratamento endoddntico com
aplicagcéo de PDT

Avaliacdo clinica e
radiogréfica ap6s 1 més de
tratamento

Avaliagéo clinica e
radiografica apos 3 meses de
tratamento
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4.6. Randomizacao

O tipo de tratamento foi determinado aleatoriamente para cada dente, atraves

da realizacdo de um sorteio antes de iniciar o procedimento.

Numero 1: Tratamento convencional (Grupo I).

NUmero 2: Tratamento com aPDT (Grupo ).

4.7. Cegamento

O cegamento foi realizado somente para andlise radiografica do tratamento
endoddntico ap6s os controles de 1 e 3 meses. As avaliacdes foram realizadas por
dois profissionais previamente treinados que ndo sabiam a qual grupo o elemento

radiografado pertencia.

4.8. Avaliaces clinicas e radiograficas dos dentes selecionados.

As avaliacdes clinicas foram realizadas em cadeira odontologica sob a luz do
refletor, usando espelho clinico bucal e palpacdo da area do dente afetado. No
exame inicial e nos exames de controle de 1 e 3 meses, 0s seguintes dados clinicos
foram registrados: historia de dor espontéanea indicativa de periodontite apical,
presenca de fistula ou abcesso, presenca de edema gengival, e mobilidade
patologica. Radiograficamente foi avaliados sinais de radiolucéncia na regido

periapical e de reabsorcao radicular patologica.

Os dados clinicos coletados no exame inicial e no controle de 1 e 3 meses
apos o tratamento e a comparacdo da radiografia inicial para diagnostico com a
radiografia realizada no exame de controle de 1 e 3 meses foi a base para avaliacao
do sucesso ou insucesso da terapéutica endodontica. As radiografias foram
analisadas por dois profissionais experientes e treinados, com o0 auxilio de
negatoscopio. Estes profissionais ndo tiveram nenhuma informacdo com relacdo ao
grupo de tratamento ao qual cada dente pertencia e, em caso de duvidas durante a

avaliacao foi estabelecido um consenso entre os examinadores.

Os seguintes critérios foram utilizados para a determinacdo de sucesso ou
fracasso do tratamento proposto, segundo o trabalho de Chan et al 3:
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1. Reparo completo (= sucesso)
Clinicamente: auséncia de sinais e sintomas.

Radiograficamente: auséncia de reabsorcédo radicular patolégica, largura do
espaco do ligamento periodontal normal, auséncia de desenvolvimento de leséo na
regido de periapical nos casos de auséncia de lesdo observada na radiografia inicial

para diagnostico e regressao total da lesdo quando presente no inicio do tratamento.
2. Reparo incompleto (= sucesso)
Clinicamente: auséncia de sinais e sintomas.

Radiograficamente: auséncia de reabsorcdo radicular patolégica e reducao

em tamanho da les@o naregido de periapical.
3. Auséncia de reparo (= insucesso)
Clinicamente: sinais e sintomas indicativos de periodontite apical em fase aguda.

Radiograficamente: presenca de reabsorcdo radicular patoldgica, lesdo na
regido de furca/periapical de tamanho inalterado durante o periodo de

acompanhamento, aumento ou desenvolvimento de nova lesdo radiografica.

Todas as radiografias foram padronizadas, usando filme periapical adulto

(Kodak, Rochester, NY, EUA) no posicao oclusal (radiografia oclusal modificada).

O mesmo tempo de revelacao, lavagem intermediaria, fixacdo e a lavagem
final em todos os tempos de avaliacdo foi usada para padronizar 0 processamento
da radiografia.

4.9. Aplicacado da terapia fotodinamica antimicrobiana

O Laser Therapy XT (DMC, Séao Carlos, SP, Brasil) foi usado para a aPDT,
com emissao laser na banda vermelha (660 nm) (Figura 2). Durante a administragéo,
apenas o0 voluntario e operador estiveram presentes e ambos usaram protecdo para
os olhos. A ponta ativa do laser foi envolvido em papel de plastico transparente
descartavel (polivinil cloreto, PVC) por razdes de higiene e evasdo de contaminacao

cruzada.
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Uma sessdo de aPDT com o fotossensibilizador azul metileno Chimiolux®
(DMC, Séo Carlos, SP, Brasil) em uma concentragdo de 0,005% foi realizado na
entrada do canal radicular. O fotossensibilizador foi aplicado com um cone de papel
estéril por 3 minutos e 0 excesso foi removido com um aspirador endodéntico. O
canal foi irradiado pelo método do contato direto, por 40 segundos, com o dispositivo
previamente calibrado para emitir um comprimento de onda em 660nm, com 4J e
poténcia de 100mW. Estes parametros foram baseados no estudo de Pinheiro et

al.30

= W\ \
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Figura2: Equipamento Laser THERAPY XT, da empresa DMC

Quadro3: Parametros do Laser THERAPY XT (DMC)

Parametros Laser Vermelho
Comprimento de onda (nm) 660nm £10nm
Largura espectral FWHM (nm) 0,82
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia atil do emissor (mW) 100mW + 20%
Polarizacéo Random
Diametro de abertura(cm) 0,060




25

Irradiancia na abertura (mW/cm?) 38197
Perfil do feixe Multimodo
Area do feixe (cm?) 1
Irradiancia no alvo (mW/cm?) 108
Tempo de exposicao (s) 40
Exposicdo Radiante (J/cm?) 4,3
Energia Radiante(J) 4,32
Numeros de pontos irradiados 1
Areairradiada (cm2) 1
Técnica de aplicacéo Contato
NUumero de sessdes e fregiéncia 1
Energia Total Irradiada (J) 4,32

4.10. Intervencoes.

Os procedimentos foram realizados por um Unico operador previamente treinado,

gue realizou todos os tratamentos.

Grupo I (controle) — tratamento endoddntico convencional

1 Profilaxia com pasta profilatica e anti-sepsia da regido com solucdo de
digluconato de clorexidina 0,12%, por meio de bolinha de algodao estéril.

2 Anestesia
Isolamento absoluto e quando n&o for possivel devido a grande perda de
remanescente dentario sera realizado isolamento relativo com roletes de

algodao.
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4. Abertura coronaria com pontas diamantadas esféricas com  tamanho
compativel ao dente e broca endo Z em alta rotacéo, sob refrigeracdo agua e
ar.

5 A odontometria foi realizada com régua milimetrada definida como 1 mm
aquém do 4pice radiografico.

6. Insercdo de 3 cones de papel estéril com diametro compativel com o canal
por 30 segundos para coleta da primeira amostra de contaminacao bacteriana
e colocada imediatamente em caldo BHI (Brain Heart Infusion).

7. Preparo quimico cirargico com limas tipo K em série conforme o caso
utilizando o instrumento inicial e mais dois de niumero maior, com irrigacéo e
aspiracdo com hipoclorito de sédio a 1% (solucdo de Milton) e endo PTC
(Férmula & Acédo, Sdo Paulo) a cada troca de instrumento.

8 Insercdo de 3 cones de papel estéril por 30 segundos para segunda coleta
da amostra de contaminacédo bacteriana e colocada imediatamente em BHI.

9. Obturacdo dos canais radiculares com hidroxido de célcio Ultra-cal (Ultradent,
Indaiatuba,SP,Brasil). Base de guta percha delgada e preenchimento com
Cimento de londmero de Vidro, e o tratamento restaurador foi realizado em

uma sessao posterior.

Grupo Il — Tratamento endoddntico convencional e terapia fotodinamica

1 Profilaxia com pasta profilatica e anti-sepsia da regido com solucdo de
digluconato de clorexidina 0,12%, por meio de bolinha de algodao estéril.
Anestesia.

3. Isolamento absoluto e quando ndo for possivel devido a grande perda de
remanescente dentario sera realizado isolamento relativo com roletes de
algodao.

4. Abertura coronaria com pontas diamantadas esféricas com  tamanho
compativel ao dente e broca endo Z em alta rotagéo, sob refrigeracdo agua e
ar.

5 A odontometria foi realizada com régua milimetrada e definida como 1 mm

aguém do apice radiografico.
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Insercdo de 3 cones de papel estéril com didametro compativel com o canal
por 30 segundos para coleta da primeira amostra de contaminacao bacteriana
e colocada imediatamente em caldo BHI (Brain Heart Infusion).

Preparo quimico cirdrgico com limas tipo K em série conforme o caso
utilizando o instrumento inicial e mais dois de nimero maior, com irrigagdo e
aspiracdo com hipoclorito de sodio a 1% (solucdo de Milton) e endo PTC
(Férmula & Acéo, Sao Paulo) a cada troca de instrumento.

Insercdo de cone de papel estéril imerso em azul de metileno Chimiolux®, por
3 minutos e apos a remocdo do cone sera aplicado o laser modelo Therapy
XT (DMC - Séao Carlos, Brasil), com densidade de energia 4J/cm?, poténcia
de 100mw e comprimento de onda de 660nm. Aplicado por 40 segundos.

ApoGs a aplicacdo da terapia fotodindmica foi realizda a irrigacdo do canal
radicular com soro fisiolégico estéril e colocado 3 cones de papel estéril por
30 segundos para coleta da segunda amostra de contaminacdo bacteriana e
colocada imediatamente em BHI.

. Obturacdo dos canais radiculares com hidroxido de célcio Ultra cal (Ultradent,
Indaiatuba, SP, Barasil). Base de guta percha delgada e preenchimento com
Cimento de lonébmero de Vidro, e o tratamento restaurador foi realizado em

uma sessao posterior.
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5. ANALISE MICROBIOLOGICA

As amostras foram coletas com 3 cones de papel, inseridos no conduto apos
a abertura coronaria e mais 3 cones de papel depois da instrumentacdo associada
ou ndo aPDT, cada cone ficou em contato com o material intra radicular por 30
segundos, em seguida foram colocados em eppendorf contendo BHI (Brain Heart
Infusion) servindo como meio de transporte, para posterior cultivo destas amostras
para podermos detectar o numero total de bactérias viaveis. Inicialmente as
amostras serdo homogeneizadas por 30 segundos em aparelho Vortex, e em
seguida diluida na ordem de 101 a 10-> em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos
contendo 180 microlitros de PBS em cada poc¢o, pegamos 20 microlitros de cada
amostra e seguimos a sequéncia de diluicido. Depois de realizada a diluicdo
pegamos 5 aliquotas de 10 microlitros dessa suspensdo onde foram semeadas em
placa de petri com agar sangue. Em seguida, as culturas serdo incubadas por 72
horas a 37° C em 85% nitrogénio(N2), 10% diéxido de carbono(CO2) e 5% de
hidrogénio (H2) atmosfera, alcancada através da utilizacdo do sistema de geracao
de anaerobiose. E assim, foi possivel ter um acesso visual do numero total de

bactérias viaveis em unidades formadoras de col6nia (UFC).
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6. ORGANIZACAO E TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Onde resultou em dados ndo paramétricos, levando a escolha do teste Mann-
Withiney, que faz a analise estatistica de amostras independentes. Foi utilizado o
Software Bioest. Foi adotado nivel de significancia de 95% (p<0,05) para todos 0s

testes, conforme descrito na tabela 1.

Tabelal: Teste de normalidade Shapiro-Wilk

Shapiro-Wilk (Normalidade)

Gl Gl

N 15 17
Média 0.965 0.988

3 2
Desvio 0.126 0.033

padréo 2 8
w 0.308 0.393

5 1
p 0.003 0.004
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A tabela 2 apresenta a descricdo e distribuicdo dos dentes deciduos nos

grupos de tratamento.

Tabela 2. Distribuicdo dos dentes deciduos nos grupos de tratamento Gl e GlI.

Elemento dental — Ao Total
Gl Gll

n 6 5 11
51

% 19.4% 16,1% 35,5%

n 1 1 2
Y4

% 3,2% 3,2% 6,5%

n 2 7 9
ol

% 6,5% 22,6% 29,0%

n 2 3 5
b2

% 6,5% 9,7% 16,1%

n 1 0 1
/1

% 3,2% 0,0% 3,2%

n 0 1 1
(2

% 0,0% 3,2% 3.2%

n 1 0 1
81

% 3,2% 0,0% 3.2%

n 1 0 1
82

% 3,2% 0,0% 3,2%

n 14 17 31

I otal
% 452% 54,8% 100,0%

Ao realizar a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mlI),

observou-se que nos dois grupos hove reducédo bacteriana, sendo que no Gl a

reducéo foi de 99% (dp 3%) e no Gl de 93% (dp13%), conforme descrito nas tabelas

3 e 4. Nos Gl apenas duas amostras ndo apresentaram 100% de reducéo

microbiolégica, sendo uma delas com a mem=nor reducdo de todo o estudo (51%).
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No GIl, 10 amostras apresentaram 100% de redugdo, no entento mesmo as
amostras que nao apresentaram reducao total, tiveram essa porcentagem alta. Ao
realizar o teste estatistico para verificacdo da diferenca entre os grupos, constatou-
se que a diferenca entre eles nao foi estatisticamente significante (p>0,05), conforme

descrito na tabela 5.

Tabela 3: Descricdo das unidades formadoras de colénia (UFC/mI) antes e ap0s o

tratamento no G1 (sem aPDT)

Amostras Antes Depois Reducéao
Gl (UFC/mlI) (UFC/mI) Microbiana
1 94000 0 100%

2 86000 3000 97%

3 6460000 0 100%

4 15400 0 100%

5 165160000 3600 100%

6 136000 0 100%

7 58640000 37600 100%

8 18500000 86800 100%

9 1062000 1800 100%
10 1404000 400 100%
11 2428000 400 100%
12 28800 0 100%
13 13260000 400 100%
14 1050000 514000 51%
15 1500000 0 100%

Média 96%
SD 13%

Tabela 4: Descricdo das unidades formadoras de colénia (UFC/ml) antes e ap6s o

tratamento no Gll (sem aPDT)

Amostras GlI Antes Depois Reducéo
Microbiana
1 2380000 0 100%
2 140 200 86%
0
3 1120000 200 100%
4 160000000 12000 100%
5 200 0 100%
6 37540000 0 100%
7 260 0 100%
0

8 25144000 200 100%
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9 1160000 21000 98%

10 36680000 320 100%
0

11 5260000 27800 99%

12 20880000 600 100%

13 5880 200 100%

0

14 5200000 21200 100%

15 1432000 32800 98%

16 20800000 0 100%

17 1160000 11200 99%

Média 99%

SD 3%

Tabela 5: Analise da diferenca entre os grupos, considerando a reducdo microbiana.

Mann-Whitney
Resultado sem pdt | com pdt
Tamanho da 15 17
amostra
Soma dos Postos 264.0 264.0
(Ri)
Mediana = 1.00 1.00
U= 111.00
Z(U) = 0.6231
p-valor (unilateral) = | 0.2666
p-valor (bilateral) =]10.5332
Redugdo Microbiana

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

HG| EHGI

Figura 3: Representacdo grafica da média de reducdo microbiana do Grupo |

Grupo L.

e
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7.1. Resultados da anélise clinica e radiografica

As avaliacdes clinicas e radiograficas apds 1 e 3 meses revelaram
sucesso para os dois tratamentos. O Gl apresentou reparo total em 63,3%
dos casos no primeiro més e 72,7% no terceiro més, ja o Gll apresentou
reparo total em 81,8% e 90,9% no primeiro e terceiro més respectivamente.
Apesar de nao ter sido observado reparo completo em 100% dos casos,
confome descrito na tabela 6, alguns casos apresentaram reparo incompleto e
nenhum dos dois grupos apresentou insucesso (auséncia de reparo). Ao
realizar a analise estatistica, comparando a porcentagem de sucesso
radiograficamente entre os dois grupos, nao houve diferenca estatisticamente

significante (p>0,05).

Ao realizar as avaliacdes clinicas, observou-se apenas 1 caso com
mobilidade e recidiva de fistula apés o primeiro més, o caso pertencia ao

grupo de tratamento GlI.

Tabela 6. Descricdo da analise radiografica apés 1 e 3 meses nos dois

grupos estudados.

1 més 3 Valor de p
meses
Gl Gll Gl Gl
Reparo
63,3% 81,8 72,7 90,9%
complet % %
o] p=0,083
Avaliacdo
Reparo
Radiogréfica 36,4% 18,2 27,3 9,1%
incompleto % %

Auséncia de - - - -
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reparo
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8. DISCUSSAO

A preservacao dos dentes deciduos até a esfoliacao fisioldgica contribui para
mastigacdo, fonacdo e estética na crianga. Dessa maneira, manter os dentes
deciduos na cavidade oral até a esfoliacdo fisiologica é relevante. O sucesso do
tratamento endodéntico em dentes deciduos depende da reducdo microbiana apos a
instrumentacdo quimico-mecanica. Entretanto, a quantidade de bactérias residuais
nos canais radiculares ap6s a instrumentacdo quimico-mecéanico é significativa e
pode levar a uma nova infeccdo do canal 1138 | Nos dentes deciduos o tratamento
torna-se mais dificil pela menor tolerancia do paciente frente ao tratamento,
presenca de forames acessorios e reabsorcao ectdpica da raiz. Portanto, segundo
Pinheiro SL et al. 30, estudos de novas alternativas para reducdo microbiana em

dentes deciduos com necrose pulpar sdo de extrema importancia.

Novas abordagens para desinfeccdo de canais radiculares tém sido
recentemente propostas, que incluem o uso de lasers de alta poténcia, bem como
aPDT. Os lasers de alta poténcia funcionam por geracdo de calor dependente da
dose,mas,além de matar bactérias, eles tém potencial de causar danos colaterais,
como necrose periradicular, carbonizar a dentina, reabsor¢cdo de raiz e fusdo do
cemento radicular, se parametros do incorretos do laser forem utilizados.?324%> O
uso da aPDT como terapia coadjuvante ao tratamento endoddntico convencional
tem se mostrado uma alternativa interessante para uma maior redugdo microbiana

intracanal.18

Uma das vantagens da fotossensibilizacao em comparacao aos
antimicrobianos tradicionais € que, como a interagdo de oxigénio altamente reativo

com moléculas orgéanicas € ndo especifica, qualquer macromolécula dentro das
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células microbianas podem tornar-se um alvo potencial, dificultando assim a
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia microbiana. Além disso, 0
procedimento pode ser repetido varias vezes, pois ndo ha relatos de efeitos

cumulativos.30

Este estudo, foi realizado para avaliar a diferenca entre a terapia endodontica
convencional (Gl) e a terapia endododntica convencional associada aPDT (Gll), os
resultados obtidos nos dois grupos apresentaram reducdo microbiana, sendo que
no Gl foi constatada uma reducéo de 93% e o Gll foi de 99% . A grande maioria dos
artigos que fazem parte da bibliografia deste estudo, tem como concluséo de seu
estudo que aPDT pode ser utllizada como adjuvante ao tratamento endodontico
convencional, resultando em reducdo significativa do nimero total de bactérias

viaveis em dentes com polpa necrética.®

Segundo Pinheiro et al. 3% em seu estudo ocorreu uma reducdo de 98,37% na
microbiota de canais radiculares de dentes deciduos com a polpa necrética, apds o
tratamento endoddntico convencional associado aPDT, usando um laser de 660nm
com densidade de poténcia de 4J/cm?, por 40s utilizando como fotossensibilizador o
azul de toluidina 0,005%. Estes resultados confirmam o observado no presente
estudo, em que o grupo tratado com a associacdo entre a técnica convencional e

aPDT apresentou uma reducéo de 99%.

Os fotossensibilizadores derivados da fenotiazina, tais como o azul de
metileno e azul de toluidina, tem  propriedades  fotossensibilizantes bem
estabelecidas e tem sido frequentemente utilizados para aPDT. Alguns
microorganismos, incluindo gram-positivos e gram-negativos sdo conhecidos por

serem fotoinativados pelo azul de metileno, devido a sua natureza hidrofilica,
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acompanhada de baixo peso molecular e carga positiva, permite passagem através
dos canais de proteina na membrana externa de bactérias gram-negativas.Varios
estudos mostraram corantes de fenotiazina para exercer a fototoxicidade tanto ao

DNA guanto a membrana externa das espécies alvo. 19:38.39

O azul de metileno predominantemente interage com a macromolécula
anibnica lipopolissacarideo resultando na geracdo de dimeros de azul de
metileno.1%3° Em um trabalho realizado por Soukos et al.’®, foi revelado que ao
analisar patégenos orais expostos apenas ao azul de metileno(25um/ml) durante 5
minutos demostrou alta citotoxicidade, esta toxicidade levou uma reducao de 79% a
100% no numero de células, e na sequéncia foi realizada a aplicacdo da Iuz
vermelha de 665nm com fluéncia de 30J/cm? resultando na erradicacdo completa

das referidas espécies.

Garcez et al. 32 realizaram um estudo in vitro que avaliou diferentes
parametros como concentracdo do fotossensibilizador, tempo/energia de irradiacéo
e uso de fibras 6pticas, na a PDT para reducdo bacteriana intracanal. Concluiu-se
gue a concentracdo do fotossensibilizador em que ha maior eficiéncia na formacao
de espécies reativas de oxigénio € encontrada ente 50 a 100 um; a energia de
irradiacdo minima de 7 J promove significativa redugéo bacteriana intracanal e 0 uso
de fibras o6pticas contribui para maior formacdo de espécies reativas de oxigénio.
Neste estudo os parémetros utilizados foram 4J de energia radiante, 100mw de

poténcia sem o uso de fibra Optica.

Segundo Amaral et al. 1% a forma como a luz é utilizada no interior de canais
radiculares durante irradiagdo no tratamento com aPDT influéncia a eficacia do

resultado final. Quando utiliza-se sistemas de entrega de luz, como a fibra Optica



38
difusora, a distribuicdo da luz no interior do canal € mais uniforme e intensa sobre a
area significativamente maior do que apenas com 0 uso da ponteira laser,
aumentando a eficiéncia na desinfeccdo do sistema de canais radiculares. Na
presente pesquisa, a técnica avaliada foi a irradiacdo na entrada do conduto, sem o
uso da fibra Optica e ndo foi constatada diferenca entre esta técnica e a técnica
convencional somente. Com os resultados obtidos sugere-se que novos estudos
com maior distribuicdo da luz no interior do canal sejam realizadso para verificar se

com a fibra Optica a reducéo microbiana sera superior.

Em um outro estudo de Garcez et al.?% foi estudado a comparacédo do efeito
da endodontia associada aPDT usando fibra éptica e irradiando diretamente com a
ponta do laser. Como todos os parametros foram os mesmos para ambos 0s grupos,
concluiu-se que o uso da aPDT como adjuvante ao tratamento endoddntico
convencional leva uma reducdo microbiana nos biofilmes dos canais radiculares, a
relevancia da utilizacdo de uma fibra Optica foi demostrada. A distribuicdo da luz ao
longo do canal radicular € mais uniforme quando a fibra foi usada . Nos dentes com
coroas, a irradiagcdo sem fibra ndo permitiu uma boa distribuicdo de luz dentro do
canal radicular, diminuindo a eficiéncia da aPDT. A uniformidade da distribuicdo da
luz ao longo do canal radicular permitiu uma melhor irradiacdo perto do apice da raiz
podendo levar a melhores resultados na aPDT, os resultados deste estudo

corroboram com os observados por Garcez et al. 2°

Em um estudo in vitro realizado por Silva FC et al. 19 concluiu-se que nao
houve diferenca no nimero de ufc/ml de Enterococcus faecalis entre o grupo tratado

com a PDT e aquele em que foi utilizada apenas a instrumentagéo, este resultado
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esta se assemelha ao encontrado neste estudo onde constatou-se que a diferenca

entre os Gl E GlI, ndo foi estatisticamente significante.

As avaliacdes clinicas e radiograficas apos 1 e 3 meses revelaram sucesso
para os dois tratamentos. O Gl apresentou reparo total em 63,3% dos casos no
primeiro més e 72,7% no terceiro més, ja o Gll apresentou reparo total em 81,8% e
90,9% no primeiro e terceiro més respectivamente. Ao realizar as avaliagbes
clinicas, observou-se apenas 1 caso com mobilidade e recidiva de fistula apés o

primeiro més, o caso perténcia ao grupo de tratamento Gl.

O uso da Terapia fotodindmica antimicrobiana em endodontia tem se
mostrado um método efetivo na reducdo microbiana intracanal, tanto em trabalhos in
vitro, quando em trabalhos in vivo. Entretanto ndo h& concordancia quanto aos seus
parametros ideais para uso clinico. A padronizacdo de parametros de irradiacdo e de
concentracdo na solucdo fotossensibilizadora, certamente levard& a uma maior
utilizacdo e reconhecimento da eficiéncia desta terapia. A falta de consenso nestes
parametros dificulta ao clinico na hora da escolha dos protocolos de utilizacdo e na
comparacao entre diferentes protocolos encontrados na literatura, desestimulando

seu uso na rotina do consultério.18
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9.CONCLUSAO

A associagdo da terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) associada a técnica
convencional no tratamento endodéntico de dentes deciduos, com 0s parametros
deste estudo, demonstraram resultados clinicos, radiograficos e microbiolégicos
semelhantes ao tratamento apenas com a técnica convencional. Sugere-se que
sejam realizados novos estudos clinicos para testar diferentes paramentos e

fotossensibilizadores na deseinfeccdo do conduto radicular em dentes deciduos.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
DIRETORIA DA SAUDE
MESTRADO EM BIOFOTONICA APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE

Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

Nome do Voluntario:
Nome do Responsavel:
Endereco:
Telefone para contato: Cidade: CEP:
Email:

As informagbes contidas neste prontuario foram fornecidas pela aluna Camila
Basilio Okamoto (mestranda em Biofotdnica Aplicada as Ciéncias da Saude da
Universidade Nove de Julho) e Proft. Dr2 Lara Jansiski Motta, objetivando firmar
acordo escrito mediante o qual, o voluntario da pesquisa autoriza sua participacao
com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se
submetera, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéo.

1. Titulo do Trabalho Experimental: A\{ALIAQAO DA EFICACIA DA TERAPIA
FOTODINAMICA NO TRATAMENTO ENDODONTICO DE DENTES DECIDUOS. ENSAIO
CLINICO CONTROLADO.

2. Objetivos: O objetivo deste estudo é realizar um ensaio clinico controlado e randomizado
para avaliar a efetividade da terapia fotodindmica no tratamento endodontico de dentes
deciduos.

3. Justificativa: Tendo em vista que o sucesso do tratamento endodontico este diretamente
relacionado com a descontaminagdo bacteriana intracanal e sabendo da dificuldade do
tratamento endodéntico em dentes deciduos, muitas vezes pelo dificil controle da crianca,
anatomia interna dos canais radiculares, e reabsor¢cfes radiculares. A técnica da terapia
fotodinamica veio como uma alternativa de facil aplicacdo, indolor e que ndo promove a
resisténcia bacteriana e que pode auxiliar para o sucesso do tratamento endodbntico de
dentes deciduos evitando assim passar a crianga por retratamentos e perda precoce dos
dentes deciduos.

4. Procedimentos da Fase Experimental: A pesquisa sera realizada com pacientes de
ambos os sexos matriculados regularmente na Clinica de Odontologia da Universidade
Nove de Julho — S&o Paulo.

5. Desconforto ou Riscos Esperados: O paciente podera apresentar dor ou desconforto no
procedimento anestésico e apés tratamento, sendo algumas vezes necessaria a utilizacao
de analgésicos nos dias seguintes.

6. Informacdes: O voluntéario tem garantia que recebera respostas a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer ddvida quanto aos procedimentos, riscos beneficios e outros
assuntos relacionados com pesquisa. Também os pesquisadores supracitados assumem o
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compromisso de proporcionar informacao atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta
possa afetar a vontade do individuo em continuar participando. Qualquer duvida os
responsaveis poderdo ser contatados pelos fones: Dra.

Lara (11) 99882 9511 ou Camila (11) 99899 9805. Duvidas sobre questbes éticas deverao
ser encaminhadas ao Comité de ética e pesquisa da Uninove através do emalil
comiteetica@uninove.br.

7. Métodos Alternativos Existentes: A pesquisa citada dispensa qualquer método alternativo.

8. Retirada do Consentimento: o voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a
qualquer momento e deixar de participar do estudo.

9. Aspecto Legal: Elaborados de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de
pesquisa envolvendo seres humanos atendendo a Resolucdo n.° 196, de 10 de outubro de
1996, do Conselho Nacional de Saude do Ministério de Saude — Brasilia — DF.

10. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos voluntarios quanto
aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

Serdo ressarcidas despesas com eventuais deslocamentos.

12. Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida na Universidade Nove de Julho
localizado & Rua Vergueiro, 235 — Liberdade, Sdo Paulo, SP. Endereco do Comité de Etica
em Pesquisa da Uninove: Av. Francisco Matarazzo, n° 612 1° andar — Prédio C — Agua
Branca — 0500110036659310/ 36659309

13. Nome Completo e telefones dos pesquisadores para contato, Orientador: ProffDr® Lara
Jansiski Motta — Tel (11) 99882 9511 Pesquisadora: Camila Basilio Okamoto -Tel (11)
99899 9805

Consentimento pés — informacao:

Eu, , responsavel pelo menor

, apoés leitura e compreenséao
deste termo de informacdo e consentimento, entendo que a participacdo é voluntéria e que é
permitido se retirar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo algum. Confirmo que
recebi coOpia deste termo de consentimento, e autorizo a execug¢do do trabalho de pesquisa
e a divulgacéo dos dados obtidos neste estudo no meio cientifico.

*N&o assine esse termo se estiver com qualquer ddvida a respeito.

Séo Paulo, de de 201_.

Nome do responsavel (por extenso):

Assinatura:
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Anexo 2.

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
DIRETORIA DA SAUDE
MESTRADO EM BIOFOTONICA APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE
AUTORIZACAO PARA TRATAMENTO COM LASER DE BAIXA POTENCIA

Os lasers de baixa poténcia possuem efeito analgésico, antinflamatério e biomodulador,
sendo utilizados como nos casos de aftas, herpes labial, queilte angular, trismos,
parestesia, hipersensibilidade dentinéria, pds-cirurgias, pos intervencbes  endoddnticas.
Como efeitos da laserterapia pode-se citar os aumentos da microcirculacdo local e da
velocidade da cicatrizacdo, além da analgesia temporaria e da mudanca na polarizacao
celular, permitindo diminuir estados e hiper e de hiposensibilidade. E capaz de auxiliar na
resposta imunoldgica do organismo de forma local e sistémica.

Riscos: Se todas as normas de seguranca para a aplicacdo da luz laser de baixa
intensidade forem corretamente respeitadas, néo existe nenhum risco ao paciente, operador
e equipe, durante e ap06s o procedimento clinico.

Beneficios: Tratamento menos agressivo e mais rapido, preservando tecidos saudaveis.

Alternativas: tratamento odontoldgico convencional adequado para cada caso.

Eu, portador do
RG: , CPF: , responsavel legal do
menor , concordo com a

terapia com laser de baixa intensidade. Eu tive a oportunidade de questionar  o(a)
operador(a) sobre os riscos, beneficios e alternativas para o tratamento. Eu também tive a
oportunidade de questionar sobre as atuais pesquisas e sobre a importancia desse
procedimento. Ndo me foram feitas promessas ou garantias em relacdo aos procedimentos
em obter resultados miraculosos, existem hipdteses e resultados clinicos e experimentais
que tém sido satisfatérios. Eu dou a permissdo para que o tratamento seja documentado
com fotografias e radiografias com finalidade didatica e profissional.

Eu dou a permissao para realizagdo da laserterapia.

Resp. Legal:
(Nome legivel)

(Assinatura)

Operador(a):
(Nome legivel)

(Assinatura)
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The Effect of Antimicrobial Photodynamic Therapy as a Co-adjuvant in the

Endodontic Treatment on Primary Teeth - Case of Series.

ABSTRACT:

The main causes of pulpal necrosis and inflammation of deciduous teeth are carious
lesions and traumatic lesions. Studies indicate that 75% of the teeth with deep caries
have their pulp compromised, without possibility of reversion, leading to the need of
radical root canal treatment. In order for root canal treatment to be successful, the
root canal must be completely decontaminated. Thus, some methods have been
researched in an attempt to effectively eliminate it from the interior of the root canal
system (SCR); among them, is conventional endodontic therapy in conjunction with
photodynamic therapy (PDT), used in this study. After the endodontic treatments, the
microbiological analysis of the samples collected before and after the treatments was
performed. Observing the results obtained in this case series and the clear difficulty
in the success of endodontic treatment of deciduous teeth, antimicrobial PDT can be
considered an alternative of easy application, and that does not generate microbial
resistance, to act as a support in the decontamination of the root canals. However, in
order to verify the effectiveness and long-term success of this therapy, more clinical

studies will be required.

Keywords: Endodontic Treatment, Primary Teeth, Photodynamic Therapy.

INTRODUCTION:

The main causes of inflammation and pulp necrosis in deciduous teeth are
carious lesions and traumatic lesions and the maintenance of these teeth with pulp
changes is a challenge (1). Endodontic treatment in primary teeth is complex
because of the anatomical and physiological characteristics of primary teeth (2). The
knowledge of the biological behavior of the dental pulp is a basic requirement to
establish the appropriate therapy, and it should also be considered that the
conditions of response to a particular type of stimulus vary according to the state of
the pulp. (3).
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Endodontic treatment in deciduous teeth consists of a series of factors that
make it extremely laborious, such as correct evaluation of the biological cycle,
difficulty with instrumentation and mainly the lack of cooperation of children during
extensive treatment sections (4,5). The need to preserve the integrity of successor
permanent teeth through adequate endodontic therapy of primary teeth led the
researchers to carefully study root topography, the medications used to disinfect the

canals and the composition of the obturator pastes (2).

The purpose of performing the endodontic treatment in deciduous teeth is to
avoid its early loss, without compromising the correct development of the
stomatognathic system and the irruption of the permanent dentition. Early loss can

lead to many negative psychological and emotional factors for children (5,6).

The effectiveness of endodontic therapy is verified by the decontamination of
the root canal, since the microbial agents promote the development and maintenance
of the pathological process that damages the pulp and the periapical region (7,8,9).
Mechanical instrumentation associated with chemical irrigation does not completely
eliminate the microorganisms present in the root canal (7). Therefore, it is important
to select an adequate technique in the endodontic treatment of deciduous teeth that
can offer antibacterial activity and biological action, aiming the maintenance of these
teeth in the dental arch.

Studies have shown that, even though infecting microorganisms are removed
during mechanical debridement combined with chemical irrigation, residual bacteria
are readily detectable in approximately 50% at the time of root canal filling (7).
Consequently, methods have been researched in an attempt to eliminate it
effectively; among them, the use of endodontic therapy associated with the use of
photodynamic therapy (PDT) is a highlight (10). Antimicrobial photodynamic therapy,
known as aPDT (antimicrobial photodynamic therapy), has been used in different
studies in endodontics, associating low power laser with a dye that has
photosensitizing characteristics, as a support for the elimination of persistent

microorganisms to the chemical mechanical preparation (8, 9,11).

Photodynamic therapy is a recent antimicrobial technique that uses the

association of a light source with a photosensitizer, which reacts producing reactive
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oxygen species causing the cellular death of microorganisms (9,11). It has been
widely studied as a possible alternative in the reduction of microorganisms that cause
diseases such as periodontitis, peri-implantitis and caries (12). Therefore, the
objective of this study was to test the combination of conventional endodontic therapy

with photodynamic therapy.

MATERIALS AND METHODS:

With a favorable opinion, No. 832,657 from the Ethics Committee of Research
of Nove de Julho University, the study participants signed the consent  form
authorizing their participation in the research, in accordance with resolution 196/96 of

the Brazilian National Health Council.

Five primary teeth were evaluated in healthy children aged from 2 to 6 years,
regardless of race or ethnicity, with a diagnosis of pulp necrosis due to caries in
condition to be restored and with at least 2/3 of remaining root. The criteria of
exclusion were: children with weakened health, deciduous teeth with great root loss
(+ 2/3 root), which did not present internal pathological reabsorption, in the

impossibility of reconstruction, cases of retreatment and crypt involvement.

Initially, prophylaxis with prophylactic paste and antisepsis of the region was
carried out with 0.1% chlorhexidine digluconate solution by means of a sterile cotton
ball. The patients were then anesthetized and the surgical field isolation was
performed. Coronary opening was performed with spherical diamond tips with an

appropriate size for the tooth and endo Z, under water and air cooling.

For odontometry a millimeter ruler was used, and the tooth length for
instrumentation was determined at 1 mm before reaching the root apex. After that,
the first sample of bacterial contamination was collected, inserting three different
cones of sterile paper into the canal. Each cone remained within the canal for 0.5
minutes, and then it was removed and placed immediately into 1 mL brain heart
infusion (BHI) culture medium. Subsequently, the chemical mechanical preparation of

the root was performed with the "K" files, using the initial instrument and two larger
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ones, irrigated with 1% sodium hypochlorite and, at each instrument change, endo-
PTC. After preparation, the cone of paper soaked in methylene blue solution was
inserted into the root canal for three minutes. After three minutes the cone was
removed and the laser was applied with a radiant exposure of 4J/cm?, output power
of 100mW, and laser (Therapy XT EC, DMC, Séo Carlos, Brazil) emitting at A=
660 nm, for 40 seconds. The device used in the study was Therapy XT EC.

After the application of PDT, the root canal was irrigated with saline solution
and the second bacterial collection was done following the same procedure as the
first, with 3 different paper cones for 0.5 min each and being placed immediately in
BHI. To conclude, the root canals were filled with calcium hydroxide, followed by a
thin gutta percha base and covered by glass ionomer cement. For the microbiological
analysis, the samples were homogenized for 30 seconds in a Vortex device, and
diluted from 101 to 10° in a plate containing 180 microliters of PBS in each well.
After dilution, 10 pL aliquots were seeded and placed in blood agar petri dish,
remaining in the incubator for approximately 72 hours at a temperature of 37°C, in an
atmosphere composed of 5% hydrogen, 10% carbon dioxide, and 85% of nitrogen in
anaerobic jars. Then, the counting and conversion of colony forming units (CFU) to
LOG10 (CFU/mL) were performed. All data were analyzed by paired t-test. Data were
considered statistically different when p <0.05.

RESULTS:

Five endodontic treatments were performed with PDT. Teeth 61 and 51 were
treated in a four-year-old boy (Patient 1). The same two teeth were treated in a three-

year-old girl (Patient 2). Tooth 61 was treated in a four-year-old girl (Patient 3).

Patient 1:
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A four-year-old resident of S&o Paulo, visited the Dentistry Clinic at UNINOVE
with his mother. The main complaint was a toothache. The physical examination
revealed a fistula in the root apex of tooth 51. The modified occlusal x-ray revealed
the need for endodontic treatment of teeth 51 and 61. Treatment of both teeth was
performed in a single session as described in the methods. The microbiological
analysis demonstrated a 77.53% and 54.05% reduction in CFUs/mL in teeth 51 and

61, respectively.

Patient 2:

A three-year-old girl,resident of Sao Paulo, visited the Dentistry Clinic at
UNINOVE with her mother. The main complaint was a toothache affecting the child’s
ability to chew food (the patient was only receiving nourishment through breast milk).
The physical examination revealed a fistula in the root apex of teeth 51 and 61 as
well as considerable or complete loss of the crown of the maxillary and mandibular
central incisors. The modified occlusal x-ray confirmed the need for endodontic
treatment. Treatment of teeth 51 and 61 was performed on different days. Each tooth
was treated in a single session as described in the methods. The microbiological
analysis revealed a 37.57% and 100% reduction in CFUs/mL in teeth 51 and 61,

respectively.

Patient 3:

A four-year-old female, resident of S&o Paulo, visited the Dentistry Clinic at
UNINOVE with her mother. The main complaint was a toothache. The physical
examination revealed considerable crown loss on tooth 61. The modified occlusal x-
ray confirmed the need for endodontic treatment. Treatment was performed as
described in the methods. The microbiological analysis revealed a 100% reduction in
CFUs/mL.

Figure 1 — Comparison of CFUs/mL before and after endodontic treatment with
antimicrobial PDT per sample. Data are mean and standard deviation of

Logz1o (cfu/mL).
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PDT 1: Graphic representation showing bacterial count (colony-forming units) before
and after microbial PDT on tooth 61 of a three-year-old female patient.

PDT 2: Graphic representation showing bacterial count (colony-forming units) before
and after microbial PDT on tooth 61 of a four-year-old male patient.

PDT 3: Graphic representation showing bacterial count (colony-forming units) before
and after microbial PDT on tooth 51 of a four-year-old male patient.

PDT 4: Graphic representation showing bacterial count (colony-forming units) before
and after microbial PDT on tooth 51 of a three-year-old female patient.

PDT 5: Graphic representation showing bacterial count (colony-forming units) before

and after microbial PDT on tooth 61 of a four-year-old female patient.

Figure 2 — Comparison of mean CFUs/ml before and after endodontic treatment with

antimicrobial PDT. Data are mean and standard deviation of Logzo (cfu/mL).

Figure 3 — Initial x-ray of Patient 1; presence of periapical lesion; indication for
endodontic treatment. Final x-ray of Patient 1 after endodontic treatment and filling
with calcium hydroxide. Comparison of CFUs/ml before and after endodontic

treatment with antimicrobial PDT

DISCUSSION:

The proposal of the use of PDT in this case series aimed to evaluate its
efficacy when used in the endodontic treatment of deciduous teeth. This evaluation

was performed by counting colony forming units before and after the treatment.

Conventional endodontic treatment of deciduous teeth with irrigation solutions
does not completely eradicate bacteria due to the difficulty of using mechanical
chemical instrumentation. Several factors, such as root canal anatomy, ectopic root

reabsorption and poor tolerance of patients over prolonged treatment, contribute to
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the complexity of the treatment, so it is extremely important to carry out studies in
new techniques and alternatives that assist in the process of microbial eradication in

affected primary teeth (13).

There is a constant search for the best way disinfect root canals, since the
presence of microorganisms constitutes a significant factor for the maintenance or
appearance of periapical lesions (14). PDT is considered an alternative to achieve
this goal. Its application consists in the combination of low intensity laser irradiation
with a photosensitizing dye. This combination produces singlet oxygen and free
radicals that alter the cellular environment causing the microorganisms to die or have

their growth reduced.

The promising results regarding the antimicrobial effects of PDT have aroused
the interest of endodontists and have been widely discussed in the international
literature, since the elimination of microorganisms is one of the main objectives of
root canal therapy (14,15). It is important to mention that pediatric dental research
involving the use of PDT in endodontic treatment for primary teeth is rare. Most

studies focused on permanent dentition (13).

Antimicrobial PDT is based on the simple principle that the elimination of
microorganisms is related to the activation of the photosensitized dye in the target
organism, which, when exposed to the laser, transforms the molecular oxygen into
reactive singlet oxygen (type Il reaction) or interacts with other electron acceptors,
resulting in the production of toxic hydroxyls and organic radicals (type | reaction)
(15). However, the establishment of effective protocols for lethal Ilaser
photosensitization continues to be a challenge for researchers, since the factors
inherent to the type of irradiation, photosensitizing coloration and cellular structure of

microbial species should be taken into account.

Different challenges are faced when antimicrobial PDT is used in Gram-
positive, Gram-negative bacteria and fungi. According to the literature, Gram-positive
bacteria are more susceptible to PDT due to the existence of a relatively porous
outer membrane formed by a thick layer of peptidoglycan and lipoteicoic acid, which
allows a better diffusion of the photosensitizer, allowing the effective use of different

types of dyes and lower doses of irradiation (16). The photosensitization of bacteria
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is related to the loading of the photosensitizer. The characteristics of methylene blue,
such as a positive charge, low molecular weight and hydrophilicity, allow this dye to
interact with macromolecules of anionic lipopolysaccharides and penetrate the outer
membrane of Gram-negative bacteria (16). This organic dye belongs to the

phenothiazine family and its photosensitizing properties are well established (17).

The laser techniqgue employed in the present study was based on protocols
described by Pinheiro et al., which demonstrated a reduction of 98.37% in bacteria.
According to the authors, PDT can be used as an alternative for microbial decrease
in primary teeth with pulp necrosis. In the present investigation, there was a decrease
in the total number of bacteria of 75.87%. Therefore, the use of PDT seems to be a
viable and non-traumatic complement to conventional root canal therapy in pediatric

dentistry.

CONCLUSION:

Observing the results obtained in this case series and the difficulty in the
success of the endodontic treatment of deciduous teeth, antimicrobial PDT can be
considered an alternative of easy application, and that does not generate microbial
resistance to act as a support in the decontamination of the root canals. However,
more clinical studies are needed to verify the effectiveness of this therapy and its long-

term success.
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